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Sammanfattning

Arbete i reningsverk kan ge upphov till medicinska effekter framfor allt
i form av mag-tarmsymptom, ovanlig trétthet, ledvirk och irritation i
luftviigarna. (Hilsorisker till foljd av exponering for mikroorganismer
vid arbete i reningsverk”, VA Forskningsrapport 2005-006).

Effekterna uppkommer genom kontakt med avloppsvatten samt
genom inandning av aerosoliserat (luftburet) avloppsvatten. Detta
innehéller en stor mingd olika typer av mikroorganismer, huvudsak-
ligen i naturen forekommande sk Gramnegativa bakterier men ocksa
tarmbakterier och tarmvirus frin minniskan. Det 4r troligt att manga
av de besvir som rapporterats i samband med arbete i reningsverk for-
orsakas av endotoxiner frin Gramnegativa bakterier. Vissa symptom
sarskilt frin mag-tarmkanalen fororsakas av olika typer av virus i av-
loppsvattnet.

I forskningsprogrammet har miangden luftburet bakterieenzym och
endotoxin bestimts vid olika arbetsplatser. Luftprov har tagits med
filter och mingden enzym bestimts direkt pd filtret. Resultaten visar
att mingderna luftburet bakterieenzym varierade kraftigt mellan olika
arbetsplatser. Hoga virden fanns vid de arbetsplatser dir avloppsvatt-
net agiterades. Det fanns inget samband mellan mingderna luftburet
bakterieenzym och endotoxin.

Den enklaste metoden f6r att beskriva risken for exponering av av-
loppsvatten i luften att identifiera arbetsplatser dir acrosolbildning kan
forekomma. Vid sidana arbetsplatser kan savil mingden endotoxin
som mingden bakterieenzym vara hég och medicinska effekter kan
upptrida.

Mingden luftburet bakterieenzym beskriver risken fér exponering
for avloppsvatten i luften (aerosoler) vid olika arbetsplatser. Mitning-
ar av bakterieenzym ir sirskilt limpliga for att sikerstilla effekten av
olika tekniska dtgirder t ex installation av ventilation eller for att be-
skriva risken f6r exponering och silunda motivera arbetstagare att vidta
skyddsétgirder. Om man pévisar laga virden bakterieenzym innebir
det i regel en lag exponeringsrisk ocksi fér endotoxin. I vissa fall kan
det dll foljd av inaktivering av bakterieenzymet fortfarande innebira
en hdg exponering for endotoxin. I sidana fall kan kompletterande
mitningar av endotoxin vara av virde for en fullstindigare virdering
av exponeringsrisken.



Summary

Work in sewage treatment plants may cause to medical problems par-
ticularly gastro-intestinal symptoms, unusual tiredness, join pains and
irritation in the airways (see report Hilsorisker till f5ljd av exponering
for mikroorganismer vid arbete i reningsverk”, VA Forskningsrapport
2005-006).

The effects are caused by inhalation of aerosolized sewage water.
This contains a large number of different microorganisms, mainly so
called Gram-negative bacteria which are abundant in nature and also
originate from the human gut flora, and viruses. It is likely that many
of the symptoms that develop in connection with work at sewage treat-
ment plants are caused by endotoxins from Gram-negative bacteria.
Certain symptoms particularly those from the gastro-intestinal tract
are caused by viruses.

In the present research programme the amount of airborne bacterial
enzyme and endotoxin has been determined at different work sites in
sewage treatment plants. Airborne samples were taken with filters and
the amount of enzyme was determined directly on the filter. The re-
sults demonstrate that the amount of bacterial enzyme varied greatly
between different work sites. High values were found at sites where
the water or sludge was agitated. There was no relationship between
airborne bacterial enzyme and endotoxin.

The simplest method to describe work related risks due to airborne
sewage water is to identify work sites where the water is agitated. At
such work sites the amounst of bacterial enzyme as well as endotoxin
are elevated and there is a risk of medical effects.

The amount of bacterial enzyme describes the risk of exposure at
different work sites. Measurements of enzymes are particularly appro-
priate to ascertain the effect of different technical measures to decrease
exposure or to illustrate the risk of exposure and motivate workers to
undertake protective actions. If one finds low values of bacterial enzyme
this generally means a low risk also for endotoxin exposure. In certain
cases the level of endotoxin might be high in spite of low amounts of
bacterial enzyme due to deactivation of the latter. In such cases measu-
res of endotoxin might be considered.



1 Bakgrund

Arbete i reningsverk kan ge upphov till besvir framfor alle i form av
mag-tarmsymptom, ovanlig trotthet, ledvirk och irritation i luftvi-
garna. Dessa slutsatser grundas pé flera omfattande undersékningar i
svenska reningsverk samt 6versikter av den internationella vetenskap-
liga litteraturen [1-4]. Dokumentationen finns sammanstilld i rap-
porten “Hilsorisker till f6ljd av exponering f6r mikroorganismer vid
arbete i reningsverk”, VA Forskningsrapport 2005-06.

Arbete i reningsverk innebir kontakt med samt inandning av aeroso-
liserat (luftburet) avloppsvatten. Detta innehéller en stor mingd olika
typer av mikroorganismer, huvudsakligen i naturen férekommande sk
Gramnegativa bakterier men ocksd tarmbakterier och tarmvirus frin
minniskan. Det har tidigare visats att denna exponering kan ge upphov
till olika besvir sirskilt frin mag-tarmkanalen. Det ir troligt att mdnga
av de besvir som rapporterats i samband med arbete i reningsverk for-
orsakas av endotoxiner frén Gramnegativa bakterier. Vissa symptom
sirskilt frin mag-tarmkanalen kan férorsakas av olika typer av virus
som ocks finns i avloppsvattnet. Mitningar av mingden luftburet en-
dotoxin har anvints for att kartlidgga riskerna i reningsverk. Resultaten
frin sddana mitningar visar att hog exponering forekommer sirskilt
vid arbetsmoment dir vattnet ir i rérelse och i samband med rengéring
och reparationer samt i pumpgropar och vid slamhantering [5].

Mingden luftburet endotoxin kan bestimmas med filterprovtagning
och analys med den sk Limulusmetoden. Den ir specifik for endo-
toxin och har en hdg kinslighet i storleksordningen 1 picogram/prov.
Metoden ir dock tekniske relative komplicerad och resultaten mellan
olika laboratorier kan variera [6]. Detta dr en av orsakerna till att nagot
grinsvirde for endotoxin dnnu inte inforts.

Ett alternativ till mitning av mingden luftburet avloppsvatten ir att
bestimma mingden bakterieenzym. Detta ger ett métt pd den totala
exponeringen for bakteriemassa inklusive Gram-negativa bakterier.



2 Projektets malsattning

Projektets mélsittning var att underséka om 1) mitningar av mingden
luftburet bakterieenzym i reningsverk kunde anvindas som en riskin-
dikator for exponering for avloppsvatten och 2) om mingden bakterie-
enzym samvarierade med mingden endotoxin. Prov togs i luften i olika
reningsverk och miangderna endotoxin och bakterieenzym bestimdes i
samma prov. Projektet har inneburit ett 50-tal bessk pa 7 olika renings-
verk med mer 4n 200 prover med olika tekniker och olika filter.



3 Material och metoder

3.1 Luftprovtagning

Eftersom det inte fanns nigon information om mingderna bakte-
rieenzym i luften anvindes i den férsta delen av undersékningen en
metod med stor luftvolym (OMNI 3000, Evogen Inc, Kansas City,
MI, USA). Apparaten bestir av en cylinder till vilken sugs 10 mL sterilt
vatten. Vitskan bringas att rotera pa insidan av cylindern. Luft sugs
in i cylindern genom en smal ppning och partiklar i luften fastnar i
vitskeskiktet pa insidan. Efter provtagningen sugs vitskan tillbaka till
behallaren. Luftflodet genom cylindern ér 300 liter/min och vid varje
provtagning insamlades 3 m? luft.

Det fanns pavisbara mingde bakterieenzym i luftprov med denna
metod varfér méjligheten att ta luftprover med en enkel filterteknik
med en provtagningsvolym pd 30 L/minut under 15 minuter (provtag-
ningsvolym 300 L) prévades i den andra delen av projektet.

Det insamlade luftprovet skiljer sig mellan de olika metoderna i s&
motto att aerosolen med impingermetoden extraheras i vatten under
kraftig omrorning medan den med filtermetoden uppsamlas i torrt
skick och utsitts for en kraftig luftstrom.

3.2 Analyser

Vitskan frin OMNI och filtren analyseras f6r endotoxin med Limu-
lusmetoden (kromogen version, kinetisk avlisning, Ass Cape Cod,
Falmouth, MA,USA). Metoden innebir att ett enzym frin krabban
Limulus sitts till provet. Om det finns endotoxin aktiveras krabben-
zymet och reaktionen ger ett firgomslag i ett samtidigt tillsatt reagens.
Analyserna utférdes av Mycometer ApS, Képenhamn, Danmark. Re-
sultaten uttrycktes som ng endotoxin/m? luft.

Fér analys av bakterieenzym anvindes BactiQuant-metoden (Myco-
meter ApS, Képenhamn, Danmark) som bestimmer mingden av bak-
terieenzymet hydrolas. Vitskan frin OMNI-apparaten samlades upp
pa ett filter och ett enzymsubstrat tillsattes. Vid filterprovtagningen sat-
tes substratet direke till filtret. Efter en inkubationstid p& 1 timme till-
sattes en framkallare och fluorescensen hos vitskan avlistes. Resultaten
uttrycktes som enzymEnheter (enzym E/m?® luft). Analyserna gjordes
vid BioFact.

Under undersokningens ging uppticktes att enzymaktiviteten avtog
vid lagring av filtren (se bilaga). De resultat som redovisas i det foljande
hirstammar frén analyser som gjorts samma dag som provtagningen
dgt rum.

Vid jimfdrelse av resultat frin bestimning av endotoxin och bak-
terieenzym gjordes analyserna pd samma prov (OMNI-vitska eller fil-
ter)



3.3 Reningsverk

Undersékningar utfordes i reningsverken i Floda, Géteborg (Rya),
Hoor, Lerum, Skene och Svedala. P4 varje reningsverk identifierades
ett antal arbetsplatser dir exponeringen for luftburet avloppsvatten var
olika t ex platser nira inlopp, vid bearbetning av slam och intill bas-
singer utan vattenrdrelser. Urvalet av arbetsplatser gjordes enbart for
att f8 olika exponeringsgrader och ir inte representativt for de allminna
forhéllandena vid de olika reningsverken.



4 Resultat

4.1 Metodprévningar

Resultat frin rena metodprovningar (test av olika filter, lagringstempe-

ratur) redovisas i bilaga.

4.2 Provtagning med OMNI

Mitningar av luftburet endotoxin och bakterieenzym med OMNI-
insamling gjordes pa olika arbetsplatser i 5 reningsverk. Sammanlagt
gjordes 49 mitningar. Figur 4-1 visar exempel pad mingden luftburet
bakterieenzym vid olika arbetsplatser.
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Figur 4-1  Méngden bakterieenzym vid olika arbetsplatser i reningsverk
(OMNI-provtagning).

Figuren visar att mingderna luftburet bakterienzym varierade kraftigt
mellan olika arbetsplatser. Hoga virden fanns vid de arbetsplatser dir
avloppsvattnet var i rorelse. Detta stimmer med tidigare undersok-
ningar av endotoxiner i reningsverk [5].

Figur 4-2 visar sambandet mellan luftburet endotoxin och bakterie-
enzym.

Den vinstra bilden visar att det fanns ett samband mellan endotoxin
och bakterieenzym men att variationen vid ett visst endotoxinvirde var
stor. Vid de virden pd endotoxin som ir av storst intresse for ett grins-
virde (hogra bilden) fanns det inte ndgot statistiskt samband mellan
mingderna endotoxin och bakterieenzym.
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Figur 4-2  Luftburet endotoxin och bakterieenzym i reningsverk (OMNI-provtagning)

4.3 Provtagning med filter

Under forsokets ging visade det sig att aktiviteten hos bakterieenzymet
avtog snabbt vid forvaring i rumstemperatur (se bilaga). Vid de fort-
satta forsoken forvarades filtren under kyla och analyserades samma
dag som provtagningen igde rum.

Figur 4-3 visar miangden luftburet bakteriecenzym med filterprovtag-
ning vid olika arbetsmoment i reningsverk.

I likhet med resultaten frin OMNI-provtagningen varierade ming-
den bakterieenzym mellan olika arbetsplatser med héga virden dir
avloppsvattnet agiterades. Vid upprepade mitningar pa samma arbets-
plats var virdena i stort sett lika.

Figur 4-4 visar resultaten frén mitningar av endotoxin och bakterie-
enzym med glasfiberfilter pa 45 olika platser i olika reningsverk.
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Figur 4-3  Méngden bakterieenzym vid olika arbetsplatser i reningsverk
(filter-provtagning).
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Figur 4-4  Luftburet endotoxin och bakterieenzym i reningsverk
(filter-provtagning)

Det framgar av figuren att det inte fanns nigot samband mellan ming-
den endotoxin och mingden bakterieenzym.
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5 Kommentarer

5.1 Metodfragor

Insamling av luftprover gjordes med tva olika metoder — en vitske-
impingermetod (OMNI-apparat) och en filtermetod. Till f6ljd av olik-
heter i hur luftprovet behandlas (intensiv omrérning i vitska eller i
torrt tillstdnd pd filter) samr olikheter i analysforfarandet mellan vitska
och filter ir inte virdena frin dessa metoder likstillda. Behandlingen av
luftprovet med i det ena fallet intensiv vitskepdverkan och i det andra
fallet torra forhallanden pa ett filter kan teoretiskt paverka enzymakti-
viteten pa olika sitt. Av resultaten framkommer att de absoluta ming-
derna bakterieenzym var hégre da proven insamlades med vitskemeto-
den vilket kan bero p4 skillnaderna i insamlingsteknik. Vid rutinmissig
anvindning av metoden for riskbedomning gors dock jimforelser mel-
lan olika arbetsplatser med samma teknik varfor dessa skillnader inte
ir av betydelse.

Betriffande provtagningen innebir OMNI-apparaten insamling av
en stor luftvolym vilket dr en fordel nir sma mingder av ett imne
skall pavisas. Erfarenheterna frin projektet visar dock att bakterieen-
zym forekommer i mingder som kan pdvisas ocksd med ligre luftvoly-
mer sdsom vid filterprovtagning. Vitskebehéllaren i OMNI-apparaten
limpar sig inte for forvaring lingre tider — i ett av férsoken i projektet
pavisades mycket hoga mingder av endotoxin och bakterieenzym, tro-
ligen beroende pé bakterietillvixt i vitskebehallaren. OMNI-apparaten
dr dyr och tekniskt komplicerad varfor den inte kommer att kunna bli
ett allmint tllgingligt instrument f6r provtagning.

Betriffande filterprovtagningen gjordes denna med en luftvolym pé
300 liter. Denna volym var fulle dllricklig for att f& mitbara ming-
der endotoxin och bakterieenzym. Erfarenheterna frin forssket visar
att aktiviteten hos bakterieenzym pa filter avtar vid lagring. Fér att fa
korrekta virden skall filtren forvaras frysta eller analyseras samma dag.
Analysen av bakterieenzym var litt att genomféra och resultaten var
reproducerbara. I motsats till analys av endotoxin behéver metoden for
analys av bakterieenzym inte sterilitet eller speciell behandling av glas-
varor varfor den kan sittas upp pé reningsverkets eget laboratorium.

5.2 Provtagningsresultat

Resultaten visar att luftburet bakterieenzym férekom vid olika arbets-
platser i reningsverk. Mingden beror pa aktiviteterna med hogre virden
ddr avloppsvattnet eller slammet agiterats eller ir i rérelse. Mingden
bakterieenzym kan dirfor anvindas som en riskindikator pd expone-
ring for avloppsvatten. Diremot var sambandet mellan bakterieenzym
och endotoxin inte tillrickligt starkt for att bakterieenzym skulle kunna
anvindas som indikator pa endotoxin. Frinvaron av ett starkt samband
kan bero pé flera faktorer.
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Det bakterieenzym som bestimts i projektet finns ocksé hos Gram-
positiva bakterier i motsats till endotoxin som hirstammar enbart frin
Gram-negativa bakterier. Aven om dessa utgér en stor del av bakterie-
massan i avloppsvatten finns det andra typer av bakterier som inte har
endotoxin men som innehdller enzym. Variationer mellan proportionen
av olika bakterieslag paverkar silunda férhillandet mellan endotoxin
och bakterieenzym och kan vara en orsak till det svaga sambandet.

Det ir ocksd majligt att endotoxin kan forekomma frite i avlopps-
vattnet och sdlunda aerosoliseras utan att det uppkommer luftburen
bakteriemassa. Endotoxin dr en mycket motstindskraftig substans
medan bakterieenzym 4r kinsligt. Resultaten visar att enzymaktivite-
ten minskar snabbt i rumstemperatur. Processer i samband med att av-
loppsvattnet agiteras till luftburna partiklar t ex oxidering, uttorkning
och andra fysikaliska processer kan paverka bakteriernas dverlevnad
och dirmed ocksé enzymaktiviteten medan endotoxinet inte paverkas.

Férutom de hir diskuterade riskindikatorerna endotoxin och bak-
terieenzym (som mdtt pa total bakteriemassa) innebir exponering for
luftburet avloppsvatten ocksa att man utsitts f6r andra mikroorganis-
mer sdsom virus, protozoer och svampar. Det ir troligt att ett métt
pa exponering for total bakteriemassa sdsom bakterieenzym beskriver
risken for exponering ocksa for dess agens.
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6 Riskvardering — bakterie-
enzym eller endotoxin?

I det dagliga arbetet iir den enklaste metoden f6r att beskriva risken for
exponering av avloppsvatten i luften att identifiera arbetsplatser dir
aerosolbildning kan forekomma till f6ljd av att vattnet 4r i rorelse. Vid
sidana arbetsplatser kan sdvil mingden bakterieenzym som mingden
endotoxin vara hég och de ir riskomrdden f6r upptridande av medi-
cinska effekter.

Betriffande medicinska risker vid arbete i reningsverk har det tidiga-
re visats att flera av de arbetsrelaterade symptom som rapporterats har
ett nira samband med mingden endotoxin eller har kunnat framkallas
hos personer utsatta f6r endotoxin. [1, 2, 3, 7]. Det ir 4 andra sidan
helt klart att vissa symptom samt medicinska fynd inte kan forklaras
av endotoxin. Antikroppsmingderna mot tarmvirus bland anstillda i
reningsverk ir ofta férhéjda vilket visar att d4ven andra mikrobiella be-
stdndsdelar dn endotoxin ir av betydelse for uppkomst av effekter.

Mitningar av mingden luftburet bakterieenzym beskriver risken for
exponering for avloppsvatten i luften (aerosoler) och didrmed ocksa ris-
ken for uppkomst av symptom. Sddana mitningar ir sirskilt tillimpli-
ga for att sikerstilla effekten av olika tekniska atgirder t ex installation
av ventilation eller for att beskriva risken for exponering och silunda
motivera arbetstagare att vidta skyddsatgirder. Om man pavisar liga
virden bakterieenzym vid arbetsplatser ddr vattnet ir i rorelse kan det
bero pd inaktivering av bakterieenzymet och det kan 4ndd innebira
en hog exponering for endotoxin. I sidana fall kan kompletterande
mitningar av endotoxin vara av virde for en fullstindig virdering av
exponeringsrisken.
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7 Rekommendation

Mitningar av mingden luftburet bakterieenzym med glasfiberfilter kan
anvindas for en oversikdlig beskrivning av risken for exponering for
avloppsvatten i luften vid arbete i reningsverk.

16



8

Referenser

. Rylander R. Health effects among workers in sewage treatment

plants. Occup Environ Med 1999; 56:354—357.

Thorn ], Beijer L. Work-related symptoms and inflammation
among sewage plant operatives. Int ] Occup Environ Health 2004;
10:84-89.

Thorn ], Beijer L, Rylander R. Work-related symptoms among se-
wage workers: a nationwide survey in Sweden. Occup Env Med

20025 59 :562-566.

. Hansen ES, Hilden J, Klausen H, Rosendahl N. Wastewater expo-

sure and health — a comparative study of two occupational groups.
Occup Environ Health 2001; 60:595-598.

Thorn J, Beijer L, Jonsson T, Rylander R. Measurements strategies
for the determination of airborne bacterial endotoxin in sewage tre-

atment plants. Ann Occup Hyg 2002; 46:549-554.

Chun DTW, Chew V, Bartlett K, et al. Second Inter-laboratory
study comparing endotoxin assay results from cotton dust. Ann
Agric Environ Med 2002; 9: 49-53.

Rylander R. Endotoxin and occupational airway disease. Curr Opi-
nions Allerg Clin Immunol 2006; 6:62-66.

17



Bilaga ® Metodprévningar

1 Jamforelse av olika filter

I samband med provtagningen med filter togs prov med cellulosaace-
tatfilter och glasfiberfilter samtidigt pd samma plats. Resultaten redo-
visas 1 Figur A-1

cellulosaacetat

2500 =

2 000 ~

1 500 -

1 000 -

500 -

0 1 000 2 000 3 000 4 000
glasfiber

Figur A-1  Méngden bakterieenzym uppmétt med cellulosaacetat- och
glasfiberfilter.

Resultaten visade att sambandet mellan aktiviteten bakterieenzym upp-
mitt pd glasfiber- och cellulosaacetatfilter var god men att enzymakti-
viteten uppmitt med glasfiberfilter var ca dubbelt s hég som med cel-
lulosaacetatfilter. Frin metodologisk synpunkt spelar val av filter ingen
roll men med tanke pa att glasfiberfilter 4r att foredra vid analys av
endotoxin ir det en fordel om de anvinds ocksa vid undersskningar av
bakterieenzym.
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2 Lagringstid

Inverkan av lagringstid och lagringstemperatur p& enzymaktiviteten

visas i figur A-2.

procent
100
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N\

\\\\t?b
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20 40
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Figur A-2 Méngden bakterieenzym efter lagring av filter vid olika

temperaturer.

Resultaten visar att aktiviteten avtog snabbt vid forvaring i rumstem-

peratur medan virdet vid frysning av filtret var i stort sett oférindrat

efter 30 dagars forvaring,.
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